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ThestromalMC3T3-G2/PA6（EA6）cellsffommouseclavariadifferentiatedinto
matureadiposecellswitlloutinsulin，wllichisrequiredinordertotriggerthe
adipogenesis・LargelipiddropletswereobservedinthecytoplasmofPA6cells，and
mRNAexpressionoftheadiposespecificproteins,ｓｕｃｈａｓａＰ２,ＰＰＡＲＹａｎｄＣ/EBPcc,as
differentiationmarkersincreasedclearlyinthecellsat8daysafterdiffbrenciationOn
theotherhand,phosphorylationofseveralkinases,suchasextracellularsignal-regulated
kinases,AktandIibosomalp70S6proteinkinase,andユーdeoxy-D-[l-3mglucoseuptake
wereinducedbyinsulininthedifferenciatedcells(adipocytes)．Theinsulin-induced
glucoseuptakewasinllibitedbypre-treatmentwitllwortmannin，aninhibitorof
phosphatidylinositol3-kinase(PI3K),ｏｒＭＬ▲9,anAktinhibitonsuggestingtllatthe
inducedglucoseuptakeactSthroughPI3K/Aktpathway・
WhentheadipocytesweretreatedwithvariousphosphodiesteraseGDE)inhibitors，
onlyPDEtype4(PDE4)inhibitorstimulatedglycerolreleasefromthecells(lipolysis)，
asshownbya6-adrenoceptoragonist,isoproterenoLSimilarresultswerealsoobserved
inanotheradipocytes,３T３Ｌ１（Ll）cells・HoweveLtheisoproterenol‐andPDE4
inhibitor-stimulatedlipolysisinPA6adipocyteswasnoti､fluencedbytreatmentwith
insulin,althoughtllatwasobservedinL1adipocytesTheseresultssuggestthatinsulin
signalfbradipogenesis（lipogenesis）andlipolysisinbonemarrowdelivedPA6
adipocytesdiffbrsfromextramedullaryadipocytes,suchasL1adipocytes．
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近年、日本において生活習`償の欧米化と自家用車の普及等に伴う運動不足により、高血圧、高
脂血症、糖尿病などの生活習'償病に罹患する人が急増している。なかでも糖尿病は、その合併症
の進展により、患者本人の生活の質（QUalityoflife;QOL）を著しく低下させる疾患である。厚
生労働省の実態調査では「糖尿病を強く疑われる人」は平成９年から１４年のわずか５年間の間
に、５０万人増加し約740万人と言われている。また「糖尿病を否定できない人」にいたっては、
約1670万人とおおよそ国民１０人に１人の割合となる｡検診等で耐糖能異常を指摘されていなが
ら、その自覚症状の無さから通院に至らず、放置されるケースも多い。高血糖が長期間持続する
事で生じる合併症は、従来の糖尿病三徴といわれる細小血管症（microangiopathy）に加えて、
近年では大血管症（macroangiopathy）として動脈硬化が問題視されている。動脈硬化は加齢と
ともに発症するが、糖尿病、高脂血症、高血圧症、肥満症を基礎疾患としている場合が多い。糖
尿病における動脈硬化症は非糖尿病患者の２－３倍であるといわれており、糖尿病の存在が明ら
かに発症を増加させている。２０世紀後半に相次いで報告された糖尿病に対する大規模臨床試験
により、厳格な血糖コントロールが細小血管合併症の発症、進展を抑制することが示され、大血
管合併症においても血糖コントロールを改善する事で脳卒中や心筋梗塞のリスクが軽減される
ことも示唆されている。また、動脈硬化性疾症に対する予防効果については、わが国独自のエピ
デンスも集積されつつあり、血糖管理と同時に脂質管理等を総合的に行い、危険因子を減らす事
が重要とされている。
脂質代謝に関わる脂肪細胞は、エネルギー蓄積以外にも、インスリン感受性ホルモンであるア
デイポネクチンやレプチンを、またインスリン抵抗性惹起分子であるtumornecrosisfactor登α、
レジスチン、遊離脂肪酸などを活発に分泌し、内蔵の諸臓器に信号を送っている内分泌器官であ
ることが明らかになってきた｡インスリン抵抗性の発症メカニズムは完全に解明されたわけでは
ないが､脂肪細胞の肥大による、これらアデイポサイトカインの分泌動態の変化がその発症に深
く関わっていると考えられている｡前駆脂肪細胞から脂肪細胞に分化してゆくとインスリン感受
性ホルモンを分泌するようになるが、生体内がエネルギー余剰状態にあると、細胞内部にトリグ
リセライドとして貯め込み（脂肪合成）肥大してゆく。肥大した脂肪細胞では、インスリン抵抗
性惹起分子の分泌が活発となる。このトリグリセライドはアドレナリンなどの刺激を受けて、脂
肪酸とグリセロールに分解、細胞外に放出され（脂肪分解)、脂肪酸は遊離脂肪酸となり組織の
エネルギー源となる。このように脂肪細胞は細胞外の環境により自身の形態や分泌する液性因子
を変化させるダイナミックな細胞であると理解できる。
Insulmは筋肉、脂肪組織での糖の取り込みを促進したり､筋肉、肝臓でグリコーゲンやタン
パクの合成を促進したり、脂肪組織では脂肪分解を抑制したりと、多くのエネルギー代謝の調節
に必須のホルモンのひとつである。その作用は、標的臓器に存在するinsulm受容体に結合し細
胞内のリン酸化カスケードを活性化する事で始まる一連の細胞内情報伝達が必要であるとされ
る。
肝細胞、筋細胞、脂肪細胞は、insulm標的細胞として知られており、insUh受容体が多く存在
し、なかでも脂肪細胞は、生活習』償病のリスクファクターである肥満の本体であり、前述したよ
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うにインスリン抵抗性と密接に関わっていると考えられている。これまで､マウスやラットから
の初代培養脂肪細胞や､３T3-L1のような前駆脂肪細胞を成熟脂肪細胞に分化させた細胞を用い
て、insulmシグナルの解明が行われてきた。また、３T3-L1のような線維芽細胞由来の前駆脂肪
肪細胞の成熟脂肪細胞への分化にはinsmmが不可欠であることも明らかにされている。一方、
前駆脂肪細胞は､骨髄中にも多く存在していることが知られているが、その成熟脂肪細胞への分
化にはmsulmは必要ないことが報告されており、骨髄由来の脂肪細胞のmsulinシグナル伝達に
ついては明らかにされていない。マウスstromalMC313-G2/ＰＭ細胞は、新生児の頭蓋冠から分
離された細胞であるが､成熟脂肪細胞に分化しうる前駆脂肪細胞としての性質を持っている細胞
である。この細胞の成熟脂肪細胞への分化にはｍｓｍｍが必要では無いことが明らかにされてお
り、骨髄由来の脂肪細胞であると考えられている。本論文では、MC3T3-G2/PA6細胞の分化能
について詳細に検討し、次いで脂肪細胞に分化したMC3T3-G2/EA6細胞insmmシグナルについ
て検討を行った。
前駆脂肪細胞MC3T3-G2/PA6細胞を分化誘導剤で処置する事で細胞内に脂肪滴を蓄え脂肪細
胞に分化すること、脂肪細胞の分子マーカーのｍＲＮＡ発現が確認され成熟脂肪細胞の分化が確
認された。この細胞をβ‐agonistによって刺激するとgdyccrolを細胞外へ放出することや､insmm
の刺激によってghlcoseが細胞内に取り込まれることが確認され、脂肪細胞としての性質も有し
ている事が示された。
また、この細胞のmsulmによるglucoseの取り込みはphosphatidylinositol3-kinaseGI３Ｋ)、
および、その下流に位置するAkt等のセリン/スレオニンキナーゼの関与が示唆された。
β-Agonistの刺激は、アデニル酸シクラーゼを活性化して細胞内のcAMP濃度を上昇させるこ
とで、脂肪分解を促進する。一方、phosphomestcrasc（PDE)は、ｃＡＭＰを分解する酵素であり、
msmmがPI3K/Akt経路を介してPDE3Bを活性化し、細胞内のcAIVP濃度を低下させることに
より脂肪分解を抑制することも報告されていることより､脂肪分解の調節においても重要な役割
を果たしていると考えられている。ＰＤＥには、１１種の分子種があり、それぞれにサプタイプの
存在が報告されている。これらは、アミノ酸配列や基質とする環状ヌクレオチドが異なる。線維
芽細胞由来の脂肪細胞などではPDE3およびＰＤＢ１の阻害剤が脂肪分解を促進させるとの報告が
あるが、それらＰＤＥ分子種の脂肪分解への関与は未だ明らかになっていない。そこで、脂肪細
胞に分化したMC3T3-GZ/PA6細胞と線維芽細胞由来の脂肪細胞である３T3-L1細胞を用いて､脂
肪分解に関わるＰＤＥの分子種について検討した。その結果、ＰＤＥの分子種のうちＰDDIを選択
的に阻害する事でこれらの脂肪細胞において脂肪分解の促進が観察された。このうち3T3-L1細
胞の場合はisOprotcrenolとＰＤＥ阻害剤を併用した場合にのみ､PDE３阻害剤にも脂肪分解傾向が
確認された。また、これらの脂肪分解はＣＭＰの細胞内濃度の上昇を伴うものであることが確
認された。さらに、これらの脂肪分解はprotemkinaseA⑪KA)阻害剤であるＨ－８９を処置する事
で抑制された事から、これらの脂肪分解作用は細胞内のｃＡＭＰの上昇に伴うＰＫＡの活性化が大
きく関与している事が示唆された。
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骨芽細胞由来の脂肪細胞においても、線維芽細胞由来の脂肪細胞においても、ＰＤＥ分子種の
うちPDDI阻害剤のみが、単独で脂肪分解を促進する事が示された。このことから脂肪細胞にお
いては､cAMPが１恒常的に生成され､それに伴ってPDDIが恒常的に働いていることが考えられ、
この分子種が脂肪分解への関与が大きいことが示唆された。また、MCST3-G2/PA6細胞では、
insulmによる明らかな脂肪分解の抑制は確認できず、PDE３阻害剤にても脂肪分解活性が観察さ
れなかった事から、ＰＤＥ３の関与が小さい事が示唆された。一方、３Ｅ－Ｌ１細胞ではｍｓｍｍによ
って脂肪分解が抑制ざれその抑制はPDE３阻害剤、ＰＩ３Ｋ阻害剤の処置により回復傾向が確認さ
れたことから、insuhの抗脂肪分解作用はPI3K経路を介したＰＤＥ３の活性化が関与している事
が示唆された。
本研究において、脂肪細胞におけるmsulinによるglucoseの取り込みと、PDE４阻害剤による
脂肪分解促進作用が確認できた。これらの細胞内`情報伝達にPI3K、ＰＫＡ等の関与が明らかにな
ったが、今後さらに詳細なPDE分子種の研究と作用メカニズムの解明がすすめば、糖尿病、動脈
硬化などのメタボリックシンドロームの発症機序の解明に大きく貢献するものと思われ､さらに
は、より選択性が高く、畠11作用の少ないPDE阻害剤の臨床応用に繋がることが期待される。
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学位論文審査結果の要旨
Insulinは肝臓で糖代謝を促進するほか、筋肉、脂肪組織での糖の取り込みや脂肪組織における脂肪分解
の抑制などエネルギー代謝の調節に必須のホルモンのひとつである。Insulinの脂肪分解における細胞内シ
グナル伝達研究はマウス線維芽細胞由来３T3-L1細胞を用いた研究が多く、この細胞はinsulin存在下、成
熟脂肪細胞に分化する。一方、骨髄にも前駆脂肪細胞が存在するが、その分化成熟にはinsulinを必要とし
ないとされており、insulinの細胞内シグナル伝達に関する情報はほとんど報告されていない。
本論文では、まず、マウス新生児の頭蓋冠から分離されたMC3T3-G2/PA6細胞について、insulin非存在
下での分化能について詳細な検討を行い、成熟脂肪細胞に分化することを確認するとともに、β‐アドレナ
リン受容体agonist（β-agonist）の刺激によるglycerolの細胞外への放出（脂肪分解）やinsulinによって
誘導されるglucoseの取り込みにはＰＩ３Ｋを介した経路が関わっていることも明らかにした。
脂肪細胞に対するβ‐agonistの刺激は、アデニル酸シクラーゼを活性化して細胞内のｃＡＭＰ濃度を上昇
することで、脂肪分解を促進する。一方、ｃＡＭＰを加水分解する酵素phosphodiesterase（PDE）は、現在、
１１種の分子種が知られているが、それらの脂肪分解への関与は明確になっていない。そこで、脂肪細胞に
分化したMC3T3-G2/PA6細胞と３T3-L1細胞を用いて､脂肪分解に関わるＰＤＥの分子種について検討した。
その結果、ＰＤＥ４の阻害により脂肪分解が促進された。また、その促進はｃＡＭＰの細胞内濃度の上昇を伴い、
proteinkinaseA（PKA）の阻害剤の処理によって抑制された。一方、MC3T3-G2/PA6細胞では、inSulinシ
グナルの活性化およびPDE3のmRNA発現が認められるものの､insulinによる抗脂肪分解作用は認められず、
脂肪分解に関わるinsulinシグナルの調節が他の脂肪細胞とは異なる可能性も示唆された。これらのことか
ら、脂肪細胞においては、PDE４によるｃＡＭＰのI恒常的な分解が行われており、その阻害は細胞内ｃＡＭＰ量
を増加し、ＰＫＡを活性化することで脂肪分解を六;進すると考えられた。
本研究において、MC3T3-G2/PA6細胞と３T3-L1細胞ではともにPDE４阻害剤により脂肪分解促進作用
が確認できた。しかし、insulinの抗脂肪分解作用は前者では認められたものの、後者では認められないこ
とより、由来細胞により脂肪細胞におけるinsulinシグナル伝達機構が異なることを示唆している。このよ
うに、本論文の内容は、脂質代謝研究に対して重要な示唆を与えるものであり、博士（薬学）に値するもの
と判定された。
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